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1. UVOD

Klistata, jakoZto fenasSéi mnoha velmi nebezgaych nemoci lidi i zvat, se staly
cilem vyzkumnych tyma po celém s&té. Ty si daly za ukol objasnit procesydet kligat,
které jim zajiSuji takovou UspSnost pi preziti, a identifikovat z&€astréné molekuly.

V poslednich letech se pada identifikovat stovky molekul protein které se ukazuji
jako mozr cile pro vyuziti ve farmacii, ale také jako karatidvakciny proti kligatim.
K nejvice prozkoumanym skupinam fiatmunomodulé&ni proteiny slinnych Zlaz kli&te,
které umo#uji sani krve hostitele, aniz by doslo k imunitegkci na sani kliste, latky
s antihemostatickymi dinky, které phsobi proti vytvéeni krevni zatky v mist séni, a
v neposlednfact i latky antimikrobiélni, které chrani kl&pred nakazou mnoha patogeny,
kterym jsou jako krevsajici ektoparazité vystavéhposledni dob se vyzkum zawtuje i na
mechanismus traveni kl&¢ a na to, jak kligtdokaze zpracovat tak velké mnoZstiijgié
krve \etre zeleza.

Porozundni mechanisriiim pasobeni &chto jiz objevenych proteina identifikace
velkého mnoZstvi dalSich dosud nepoznanych printeikyta v sob nadtji tcinnych vakcin

proti klis&atim i jimi prenaSenym patogém.



1.1 Klistata

KliStata jsou celostové rozSfeni ektoparazité suchozemskych obratigvkteri
piendSejitadu nebezpmych pivodal onemocsini lidi i zvitat (virus kliové encefalitidy,
Borrelia burgdorferi sensu lato, Anaplasma phagocytophylum, Theileria parva, Babesia sp.,
Ehrlichia sp. a dalSi), (Bowman et al., 2008).

Klistata Ixodida (Arthropoda, Arachnida, Acari) se @li na ¢eledi Ixodidae (,tvrda
klistata“ — klistata), Argasidae (,mékka kli¥ata“ — klistaci) aNuttallidae. Nejpaetrgjsi
je ¢eled’ Ixodidae, jez ¢itd 12 rod zastoupenych 720 druhy, dale psked Argasidae s 4
rody ¢&itajicimi 186 druli. Celed” Nuttallidae je zastoupena jednim druhem, celkg velmi
malo prozkoumana, a proto jiz nebude dale smad(Bowman et al.,, 2008). Zastupci
jednotlivychéeledilxodida se isi ekologii, Zivotnim cyklem a spektrem patag které jsou
schopni penaSet (Sonenshine, 1993).

Klistata z¢eledi Ixodidae proctlavaji kthem svého Zivotatyii vyvojova stadia —
staddium vajka, larvy, nymfy, dosfice, jsou tedy &sSinou ftihostitelské aradime je
k pomalu sajicim kli&tim. Naproti tomu kli§aci (Argasidae) mohou mimo stadia vaka,
larvy, nymfy a dosgice prochazet navicékolika nymfalnimi stadii (instary), pokud nemaiji
moznost se dostate nasat, aby pragali preménu do dalSiho stadia. Cyklus sani tzqbuji

chovéni hostitele a proto je ozgeme jako rychle sajici kiiata (Oliver et al., 1989).

1.2 Interakce kliS&-hostitel

Prvni kontakt kligtte a hostitele j@dstavuje pchyceni klis¢te na &ni pokryv
hostitele. Poté klistpomoci chelicer pronikne hypostomem dzé hostiteleimz narusi
anatomickou bariéru, t¥enou epidermis, dermalnimi fkami, a poskodi &které lokalni

cévky. Nasledné sani kl&¢ pak vyvola silnou odpéd’ hostitele v podob hemostazy a



imunitni odpo¥di, jimz se kli& brani sekreci biologicky aktivnich latek ze slinhyzlaz

(Wang et Nuttal, 1994, Andrade et al., 2005, Stdeal., 2006).

1.2.1 Hemostaza hostitele

Hemostaza je velmi slozity a&iany systém, ktery ma za ukol zabranit ztratam krve
Mechanismy tveici tento systém jsou agregace krevnich &elsti vazokonstrikce a
koagul&ni kaskada (Ribeiro 1987, Ribeiro 1995).

Prvni mechanismus nastupuji¢i porareni tkaré hostitele, jenZ mé zabranit ztratam
krve, je agregace krevnich desk. Trombocyty mohou byt aktivovangznymi stimuly jako
jsou kolagen, trombin, tromboxan, 4 ADP (adenosindiphosphatd®oté co dojde k jejich
aktivaci, znéni se povrch krevnich de&tk, coz vede k jejich agregaciétilem €chto dja
dochazi k sekreci farmakoaktivnich latek, které inzaj nasledek vazokonstrikci a tvorbu
krevni zatky z trombocut(Andrarde et al., 2005).

Koagul&ni kaskada je dalSim mechanismem slouzicim za&brairaty krve. Mize
byt spusna bul’ kolagenem (vnithi cesta) nebo tké@vym faktorem (vijSi cesta). Jejim
vysledkem je femena faktoru X na aktivni faktor Xa, coZz ma za naslednenu protrombinu
na aktivni trombin, ktery &pi fibrinogen na fibrin. Fibrin polymerizuje a ttiokrevni
srazeninu, ktera zpauje zatku tvéenou krevnimi destkami (Andrade et al., 2005).

Klistata se hemostaze hostitele brani produkci mnohekuiplkteré maji schopnost
inhibovat agregaci krevnich desk, a to bd navazanim se na receptory pro akihia
proteiny trombocyt nebo receptory pro vazbu na fibrinogencktéré mohou dokonce
al., 1994).

Pri inhibici koagul&ni kaskady se aktivita kli&ich molekul zar&uje nagiklad na inhibici

trombinu, faktoru Xa a inhibici komplexu faktor AITF (tissue factor), (van de Locht et al.,



1996, Leboulle et al., 2002, Francischetti et aD02). Nezbytnym krokem ip ihibici
hemostazy je pott@ni vazokonstrice, ke které dochazi piedtictvim prostaglandinuE

(PGE) a prostaglandinuPGF,), (Dickinson et al., 1976, Ribeiro et al., 1985).

1.2.2 Imunitni odpowd’

Na naruSeni anatomické bariéry Kifém odpovida hostitel jak nespecifickou tak
specifickou imunitni odpaidi. Nejrychleji se vyviji nespecifickd imunitni ao\@d’ hostitele
(zaret), ktera zahrnuje komplement, Zirné a dendritiokigky, makrofagy, NK (natural killer)
buiky, granulocyty a proteiny akutni fazeti Bpakovaném sani se e vyvijet specificka
imunitni odpo¥d’, zahrnujici T a B lymfocyty detré pamétovych burtk, které umo#uji pri
jejich optovném vystaveni kligtim antigedm béhem sani rychlejsi reakci (Andrarde et al.,
2005).

Udalosti vedouci k aktivaci komplementu jsou zatgZena enzymatické kask&d
ktera je podobna koagulai kaskdd a zahrnuje molekuly/proteiny oztawvané C1 - C9
(Andrarde et al., 2005). Fragmenty komplementu €3k a Cb5a aktivuji Zirné biy, které
zvySuji mnozstvi histaminu, cytoKira jinych prozéaétlivych latek. C5a se chova také jako
silny chemoatraktant pro neutrofily. S@sti komplementu C5b, C6, C7, C8 a C9tivo
nasledd membranu invadujici komplex. Proteiny akutni fdmap. C reaktivni protein,
S reaktivni protein, fibrinogen) zvySuji odolnosbstitele k infekcim a podporuji opravu
poskozené tkan(Delves et Roitt, 2000). Zirné tky obsahujici histamin a serotonin nesou
vysoce reaktivni receptor pro IgE protilatky. Potieci produkuji zvySené mnoZzstvi
metabolifi kyseliny arachnidové aiznych cytokir véetrg IL (interleukin)-4 a TNF (tumor
necrosis factor}, které stimuluji imunitni odp@d’ smérem k Th2 cytokinovému profilu

nebo k protilatkam zprostdkované imunitni odpe@di. Zirné buiky jsou téZ zodpasdné za



produkci bradykinu, serotoninu a histaminu, tedgkdzodpo¥dnych za bolest a &seni
v misg prisani kliSéte (Boyce, 2004).

Slinné Zlazy klidtte obsahuji imunogeny, které jsou pomoci Langeinarth burk
a dalSich antigen prezentujicich Bkin (APC) vystaveny fsobeni B-lymfocyi
v lymfatickych uzlinach. Vysledkem jejich interakge produkce protilatek — nejprvéidy
IgM a IgE, poté IgG, a vznik pattovych burtk (Schoeler et Wikel, 2001). Pokud dochazi
opakovas k vystaveni sani kli&tem, vznika bazofilni DTH (delayded-type hypersgvity)
reakce, ktera se projevuje urychlenou tvorbou fatetk v mist sani kliséte (Wikel, 1982).
Tato reakce je spojena s aktivaci Thl lymfécytrodukci interferonu (INF); IL-2 a IL-12 a
degranulaci bazofila eozinofiti (Mosmann et al., 1989).

Pro zajis¢ni usgSného pijmu potravy a tudiZ i moznosti dok&nhswvij Zivotni cyklus,
si kli&‘ata musela vyvinout mnohé mechanismy, jak tlumtielovu imunitni odposd’.
Bylo mnohokrat popsano, Ze sliny k& (i extrakty slinnych Zl1az) obsahuji velké mnoZstvi
farmako-aktivnich molekul umagjicich napiklad inhibici komplementuci funkéni
modulaci hostitelské sitcytokini/chemokiri (Wikel, 1996, Kové et al., 2002, Pechové et

al., 2004).

1.3 Interakce klis&-patogen

Pfijem potravy — krve, je u hematofagni¢kenovdi spojen s rizikem s@asného
piijmu patogennich mikroorganisine €la hostitele. Nkteré z nich jsou Us8re potlateny
imunitni reakci pijemce (nekompatabilni vektor), jiné maji schopnodblat imunitnim
reakcim a byt nasledrb¢chem dalSiho séani krvergneseny na dalSiho hostitele (kompatabilni
vektor).

Klistata jakozto bezobratli Zi¢whové disponuji pouze tzv.fippzenou imunitou

(innate immunity). Ta zahrnuje sloZku &inou i humoralni, které vzajerarspolupracuiji.



Bunéénou slozku imunity kligat predstavuji hemocyty, jez se liSi strukturou, funikgdctem
typa dle druhu kligite (Borovikova et HypSa, 2005). Hlavnimi funkcemi hemdcjgou
fagocytéza, nodulace a enkapsulace. Slozky humioialnnity maji za Ukol rozpoznat
povrchové molekuly patogennich organizna ozndit (opsonizovat) je pro hemocyty.
Zaroven n¢které molekuly zastoupené v humoralni odfmbvmaji antimikrobialni aktivitu a
mohou pgimo usmrtit pitomné infekni organismy (Taylor et al., 2006).

Pri prenosu gkterych infeknich agens byl pozorovan neznamy efekt faktoru $gdliva
activated transmission)figkterém patogenydinné vyuZzivaji imunomodukéinich schopnosti
proteini kliStécich slin pro Usgsny genos dodla hostitele. Tento jev byl poprvé pozorovan
pii pienosu arboviru Thogoto (Jones et al., 1989). SASktebyl zaznamenan rovh pii
pienosu viru klisové encefalitidy (Labuda et al., 1993), baktéighagocytophylum (Ogden

et al., 2002), spirochét lymské boreliézy (Pechetval., 2002Zeidner et al., 2002 bakterie
Franciscella tularensis (Krocova et al., 2003). Prvni protein spojenynstti fenoménem byl
objeven v roce 2002 u kl&e Ixodes scapularis, byl nazvan SALP 15 (salivary gland protein)
a usnadoval pgrenos bakterid®. burgdorferi na hostitele (Anguita et al., 2002, Ramamoorthi
et al., 2005). U dalSiho proteinu SALP16 gcapularis byl pozorovan SAT-efektippienosu

A. phagocythophylum (Das et al., 2000, Sukumaran et al., 2006).

1.4 Fijem potravy a traveni kliStéte

Prijem a traveni potravy — krve — je u kéi& zasadni pro jeho dalSi vyvofepiti a
rozmnozovani.

Proces sani se liSi mezi kl&y Argasidae a kli¥aty Ixodidae. U pomalu sajicich
klistat (xodidae) se vystidaji lthem celého procesu satii faze. Prvni je fipravna faze,
ktera trva 24-36 hodin aripkteré klis€ upewiuje své pichyceni na hostiteli. Nasleduje faze

pomalého sani, kterairbe trvat i kkolik dni, kdy klis¢ za&ina pomalu fijimat potravu a



travit ji. Posledni faze je faze rychlého sanir&teva 12-36 hodin a kli&tpii ni piijme
ohromné mnozZstvi potravy, které mu umoziéngnu do dalSiho stadia, nebo kigad
samiek vykladeni vajiek. Kli¥aci (Argasidae) jsou rychle sajici kli&ata, ktera saji od
nékolika minut po gkolik hodin a poté odpadaji.

Traveni kli$at narozdil od ostatnich Zigichiu probiha intracelulag) tedy uvnit
burék strevniho epitelu (Sonenshine et al.,, 1991). Posledyikumy, které vedly
k identifikaci protedz &mstnicich se traveni u W&, ukazaly, Ze jejich travici systém

piipomina spiSe situaci u krevsajicich motolic (Gaffet al., 2004).

1.4.1 Slinné Zlazy kligat (Ixodidae) a koxalni Zlazy kli¥*aka (Argasidae)

Mezi nej\wtsi zlazy v &le klis&te fadime slinné (koxalni) zlazy, které jsou nezbytné
pii procesu sani arfpmu krve, ale i pro fenos patogen

U Klistat z¢eledi Ixodidae jsou slinné Zlazy pérové, hroznovité svazky Zlaedci
anterolaterarh na obou stranach hemocoelu. Skladaji sétyietypa acimi u sameku a fi
typti u saméek. Aciny I., nazyvané agranularni, nathbéhem Fjmu potravy svoji velikost
ani strukturu. V sotasné dob pievlada nézor, Ze jsou aciny |. vyuzivany pro sekrec
hyperosmotické tekutiny, kter& ma& za ukol ,vychwidvvodu z okolniho prostdi u
nenasatych kli&t. Aciny Il. a lll. si jsou velmi podobné, jsour@ovany jako granularnii
sekré&ni a lBhem sani rini svij objem. Bylo zjiSéno, Ze aciny lll. typu ghem sani vyltuji
zpst do hostitelovada prebytky vody pijaté krvi a tim zarouve zahus$uji prijatou krev.
Aciny IV. byly nalezeny u sand&u a hraji roli gfevazri pii reprodukci. Byly v nich nalezeny
i specifické proteiny IgGBP (imunoglobulin G binding proteinkteré maji schopnost
vychytdvat hostitelské protilatky typu IgG a vragerzpt do €la hostitele.

Koxalni zlazy kligaka (Argasidae), které usti na bazi koatin, jsou naopak tieny

pouze d¥ma typy acii, zna&enymi pismeny A a B. Aciny typu A jsou agranulami



piipominaji aciny I. u klig&at z¢elediIxodidae. Typ B je granularni admem sani vyltuje

bioaktivni molekuly (shrnuto Bowman et al., 2008).

1.4.2 Stevo klistte (mesenteron)

Mesenteron je morfologicky velmilenity organ, skladajici se z centralni oblasti
nazyvané zaludek a sedmi faslepych tubularnich vyika. Pres svoji morfologickou
raznorodost je $evo po histologické strance jednotné&rst steva tvdi vrstva epitelialnich
burgk, které nasedaji na bazalni laminu, na jejigsirstranu je Ppojena s svali. Ve stew
jsou i mimo jiz diferenciované igvni buiky obsaZeny i biky rezervni, které se podle

potreby neni na buiky s travici i sekréni funkci (Sonenshine, 1991, Agyei, 1992).



2. VYSLEDKY"“ — IDENTIFIKOVANE PROTEINY KLIiS TAT

2.1 Imunomodulaini latky

Mezi nejvyznamgyjSimi molekulami kligat se schopnosti potia imunitni odpoed’
hostitele Bhem séani je rodina proté&inSALP 15. Zastupci této rodiny maji molekulovou
hmotnost 15 kDa a byly nalezeny u mnoha drklistat. Protein SALP 15 byl poprvé popsan
u klistte |. scapularis (Anguita et al., 2002), nasletibyly homology tohoto genu nalezeny i
u dalSich kligat: Ixodes ricinus, Ixodes persulcatus, Ixodes pacificus (Hovius et al., 2007,
Hojgaard et al., 2009). U ki&e I. ricinus byly nalezenyii isoformy genu pro protein SALP
15, z nichz prvni vykazuje 80% a dalSi dva 60% pbodst s proteinem SALP 15 u kbt |.
scapularis (Hovius et al., 2007). SALP 1B persulcatus se vyskytuje ve dvou homolozich
nazyvanych Iper-1 a Iper-2, které vykazuji 51,8828 % podobnost s genem pro SALP 15
|. scapularis (Mori et al.,2009).

Protein SALP 15 z kligte I. scapularis ma schopnost potla aktivaci a proliferaci
CD4+ T-burgk (Anguita et al., 2002). Vaze se na TCR (T-cetleqtor),cimz brani vstupu
C&”" ionti do burgk a tim inhibuje produkci IL-2. Molekularni mechamius této inhibice
spaiva v interakci SALP 15 s CD4 komponentou TCEeporového komplexu, coZz ma za
nasledek zabr&ni aktivace Lck proteiin z rodiny Src kindz. Vazba proteinu SALP 15 na
CD4+ buiky mé takté? za nasledek inhibici aktivace hydrpl®t.Cyl, snizeni vtoku Ca
iontd a naslednou snizenou produkci IL-2 (Garg et @062 Juncadella et al., 2007).
U proteinu SALP 13. scapularis byla prokadzana jeho interakce s lidskymi denddjtii
buikami. Za jeho fitomnosti dochazi ke sniZzeni produkce prédéaych cytokini vyvolané
aktivaci TLR (toll-like receptor) a téz potige dendritickymi btikami vyvolanou aktivaci

T-lymfocyta (Hovius et al., 2008).



Protein SALP 15 byl prvni identifikovanou molekul&liSgcich slin zgisobujici
SAT-efekt, klis&tem zprostedkovany penos patogan(Jones et al., 1992). Bylo prokazano,
Ze SALP 15 je vyuZivadn spirochétami burgdorferi sensu lato k usnadwni prenosu do
hostitele. Samotnaripomnost borelii v organismu kl&e zvySuje expresi proteinu SALP 15
ve slinnych Zlazach. Ten se zde vaze na povrchootgip OspC spiroché®. bugdorferi a
zaji¥’uje patogenu ochranuqu protilatkami zprogedkovanou imunitou hostitela vivo i in
vitro. Bylo téZ pozorovano, Ze homologni proteiny k SABRdentifikované d. ricinus (Iric-

1) al. scapularis (Iscap) inhibuji navazani slozek komplementu C%br@ povrch spirochét
B. burgdorferi jinak citlivych k (Einkim komplementu (Schuijt et al., 2008). Pomoci RNA
(ribonucleic acid) interference bylo dokazano, atgin SALP 15 zvySuje Sanci boréliigit

v mist sani kliskte a usnatje tak jejich penos na hostitele (a to jak na hostitele naivii, ta
i na ty, ktéi se jiz s infekcB. burgdorferi setkali), (Ramamoorthi et al., 2005).

Proteiny slin se schopnosti vazat imunoglobulingujspredpoklddanou prvotni
ochranou kligat ped gijatymi hostitelovymi protilatkami (Wang et Nutall999). U kligat
Rhipicephalus appendiculatus, Amblyomma variegatum, I1xodes hexagonus a I. ricinus byly
identifikovany imunoglobulin G vazajici proteiny molekulové hmotnosti 27 kDa. K
navazani IlgG na IgGBP dochéazi v hemocoelu, karmmsmoglobuliny dostavaji z nasaté
krve ze steva. Po jejich navazani na IgGBP jsou transportpwlinslinnych Zlaz a nasle¢in
jsou spolu se slinami vyléeny zgt do €la hostitele (Wang et al., 1995, 1999).

Interleukiny (nap. IL-2, IL-4, IL-8, IL-10), hraji dilezitou roli @i regulaci imunitni
odpowdi proti KliS€ti. Interleukin-2 vazajici protein (IL-2 BP), idéiitovany u klistte I.
scapularis, je zodpo¥dny za inhibici proliferace T-bwk. Mozny mechanismus fipkterém
dochézi k inhibici T-buk, byl popsan u kligte |. scapularis a demonstrovan na mysSich T-
buikach za vyuziti mitogehConA (concanvalin A), PHA (phytohemagglutinin) raieCD3,

které zmsobuji jejich proliferaci. Mimo jiné bylo pozorovanze v pitomnosti IL-2 BP
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dochazi také k inhibici proliferace IL-2 zavislybluns¢nych linii a potlgeni funkce bugk,
které na st povrch exprimuji receptor pro IL-2 (Gillespieadt, 2001 ).

DalSi proteiny se schopnosti vazat cytokiny jsouP8Bl (chemokine biding proteins),
které, jak z nazvu vyplyva, vazi chemotaktické kiytg. Bylo identifikovano gkolik geni
kédujici CHPBs, které byly nazvany Evasiny. Jedendentifikovanych zastugc o
molekulové hmotnosti 10,4 kDa, pojmenovany jako dival, byl poprvé identifikovan u
klistéte Rhipicephalus sanguineus. Bylo zjiS€no, Ze Evasin 1 vykazuje vysokou specifitu pro
podskupinu chemokin v nichz prvni dva cysteinyfimo sousedi (CC chemokiny) a je
vysoce selektivni pro CCL3, CCL4 a CCL18 a vykazmp&né redukni (€inky zarétu v
pokoZce. DalSi z identifikovanych protéise nazyva Evasin 3, je velky 7 kDa, vaze se na
CXCL1 a CXCLS8 a je moznym inhibitorem zfin zprostedkovaného neutrofyly. Poslednim
z identifikovanych proteiin této rodiny je Evasin 4 (molekulova hmotnost I2ak ktery je
specificky pro CCL5 a CCL11. U dalSich ki#& nebyly dosud nalezeny Zadné homology
téchto proteiri (Frauenschuh et al., 2007, Déruaz et al., 2008).

Schopnost potlat slozky komplementu je dalStiZitou funkci molekul obsazenych
ve slinach kligat (Lawrie et al., 1999). U kli&e |. scapularis byl objeven protein Isac
(Ixodes scapularis anticomplement). Tento 18,5 kDa velky protein Ipflpraven jako
rekombinant v COS hikach. Jeho aktivita se shodovala s nalezy aktixatglinnych Zldzach
klistste, potl@uje lyzi kralgich erytrocyb lidskym sérem za iftomnosti Mg* a EGTA
(ethylene glycol acetic acid) urychlenim odpojeaktbru Bb z C3 konvertdzy generované
alternativni cestou. Rekombinantni forma Isac neliwvana rekalcifik&ni ¢as v plazmd chudé
na trombocytyi na aktivaci klasické cesty komplementu. Ukaz@geZe je Isac specifickym
inhibitorem aktivace alternativni cesty komplemersiejré jako faktor H (Valenzuela et al.,
2000). Z transkriptomu slinnych zlaz két&l. ricinus byly izolovany d¥ isoformy genu pro

proteiny podobné proteinu Isac — pojmenované lremlés ricinus anticomplement) 1 a Irac
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2 s pgedpokladanou molekulovou hmotnosti 20,3 a 19,6 kBrgpraveny rekombinantni
proteiny Iracl a Irac2 byly schopny pdilaalternativni cestu aktivace komplementu. Vazi se
na properdin, coz vede k inhibici C3 konvertazyledayly popsany sekvence prétmalSich
proteini, které jsou vice nez ze 40% podobné prdéteirtéto rodiny. To nazraje, Ze
pravceEpodobrg pajde o velmi rozsahlou rodinu antikomplementérniobtgini vyskytujicich
se u mnoha druhklistat (Daix et al., 2007; Couvreur et al., 2008).

DalSi klistci protein s imunomodutaimi schopnostmi p#ti do rodiny serpii
(serine inhibitor protease) o velikosti 43 kDa mgntifikovan u kliskte I. ricinus a nazvan
IRIS (Ixodes ricinus immunosupressor). Pro zj#i jeho imunomodukmich schopnosti byly
studovany vlastnosti rekombinantniho proteinu @RIBylo zjiS€no Ze rIRIS potléuje in
vitro proliferaci mysSich Balb/c splenodytstimulovanych mitogenem ConA. Po stimulaci
dalSimi mitogeny (PHA a LPS (lipopolysacharid)) dézi k inhibici produkce INR-
lidskymi mononuklearnimi hikami periferni krve (PBMC). Prokazalo se, Ze teptotein
inhibuje i produkci IL-6 a IL-8, a navazanim na mowty ¢i makrofagy i sekreci TNFe-
(Leboulle et al., 2002; Prevot et al., 2009).

Jinym proteinem s imunomodudld@mi schopnostmi je CRT (calreticulin), jez byl
poprvé zjisén ve slinach a slinnych Zlazach k&t Amblyomma americanum, poté byl
nalezen i u dalSich kiiat Rhipicephalus (Boophilus) microplus, Dermacentor variabilis,
Haemaphysalis longicornis, |. scapularis a R. sanguineus. Klonovani a sekvenovanim cDNA
(complementary deoxyribonucleic acid) z Wtét R.(B.) microplus bylo zjiS&€no, ZzZe
odpovidajici protein ma velikost 47,7 kDa. Profeischopny véazat Ghionty a déle se vaze
na Clq sloZzku komplement&imz inhibuje aktivaci komplementu. Kalretikulin tion
ovliviiuje imunitni odpowd’ hostitele a zvySuje SancirgZiti a dokotieni @ijmu potravy

klistéte (Sanders et al., 1998, Ferreira et al., 2002nam et al., 2008, Parizi et al., 2009).
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Protizargtlivé a imunosupresivnidinky byly zjiSt€ny i u Sialostati L a L2, které

fadime k cystatiiim a které byly nalezeny u kil |I. scapularis. Sialostatin L inhibuje

papain a lidsky katepsin L, cozie potl&it aktivaci katepsinu D, a dale inhibuje katepsin C

¢imz zabréuje aktivaci serinové proteazy v granulech mnohanitmich bugk (cytotoxické

T lymfocyty, NK buiky, Zirné buky a neutrofily), (Kotsyfakis et al., 2006). Dalg/ld

zjisSttno, Ze pitomnosti Sialostatinu L je redukovdna maturace ddgéokych burgk

z C57BL/6 mySi po indukci LPS. Sialostatin Eitpmny v kultde inhibujein vitro LPS-

indukovanou produkci IL-12 a mérvyrazreé i produkci TNFe. V jeho gitomnosti dochazi

téZ k tlumeni exprese CD80 a CD86 v dendritickyaliikbch po aktivaci pomoci LPS.

RovréZz se ukazalo, Ze Sialostatin L je hlavni inhibikatepsinu S. Jeho imunomodéna

aktivity pro antigen dependentni proliferaci CD4+lymfocytd byly pozorovany i v

podminkachin vivo (S&-Nunes et al., 2009). Sialostatin L2 inhibuigé papain a lidsky

katepsin L. Prokazalo se, Ze je nezbytny pro sayngiijem potravy kliste a Ze

pravdpodobré podporuje i penos spiroché. burgdorferi (Kotsyfakis et al., 2010).

Nazev proteinu Molekulova| Funkce proteinu Druh kliStéte/ | Literatura
hmotnost organ
(kDa)

SALP15 15 kDa - inhibuje aktivaci a | -vSechny druhy| Anguita et al.,
proliferaci CD4+ T- | kli&tat jejichz | 2002,
burgk, snizuje sliny navozuji ﬁg\r/?uzteilalzooa
produkci IL-2 SAT-efekt 2007, '
- snizuje produkci (1. ricinus, Juncadella et al.,
prozargtlivych |. scapularis, 2007,
cytoking, potlauje |. persulcatus, | Hoviusetal,
dendritickymi |. pacificus) 2008,

. Schuijt et al.,

bunkami vyvolanou 2008,
aktivaci T-lymfocyfi Hojgaard et al.,
- Iricl a Kacap 2009,
homology SALP15 Mori et al.,2009,
inhibuji navazani
slozek komplementu
C5b-C9 na povrcB.
burgdorferi
- zodpowdny za SAT-
efekt

SALP16 16,4 kDa - interagujefs Ixodes spp. Das et al., 2000,

13



phagocytophilum a
usnadiuje jeji genos
z patogena na
hostitele

Sukumaran et al.,
2006
Foley etal., 2007

SALP20 48 kDa - rekombinantni |. scapularis Tyson et al., 2007
protein inhibuje 2008
alternativni cestu
komplementu
navazanim na
properdin C3
konvertazy
- ochraiuje sérum
citlivé druhy borelii
pied komplementem

Evasinl 10,4 kDa - vykazuje vysokou | R. sanguineus | Frauenschuh et
specifitu pro skupinu al., 2007,

CC chemokin a gg(;gaz etal,
vykazuje redukni

Ucinky zaretu v

pokozce

Evasin3 7 kDa - vdZe se na CXCL1R. sanguineus | Frauenschuh et
CXCLS8 a je moznym al., 2007,
inhibitorem neutrofyly gg(;gaz etal,
zprostedkovaného
zaretu

Evasin4 12 kDa - specificky pro CCL5R. sanguineus | Frauenschuh et
a CCL11 al., 2007,

Déruaz et al.,
2008

IL-2 BP - inhibuje proliferaci | |. scapularis Gillespie et al.,
T-burgk 2001
zprostedkovanou
mitogenem
- potlateni proliferace
IL-2 z&vislych
burgcnych linii a
inhibice funkce
burgk, které na s
povrch exprimuji
receptor pro IL- 2

IGBP 27 kDa - schopny vazat IgG, R. Wang et Nuttall,
chrani ped jeho appendiculatus | 199521999
acinkem Kklisg A. variegatum

I. hexagonus
I. ricinus

Ra-HBP1-3 20-25 kDa | - homologni proteiny| R. Paesen et al., 199

(Rhipicephalus vazajici histamin, appendiculatus

appendiculatus potlatuji tak

histamin biding zaretlivou reakci

protein)

Monotonin a 16,6 kDa - vazi histamin a 5-HA. Mans et al., 20084
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Monomin 15,7 kDa (5-hydroxytryptamin) monolakensis
IRAC I all 20,3 kDa - inhibuje alternativni | I. ricinus Daix et al., 2007,
19,6 kDa | cestu komplementu ggggre”r etal,
navazani na properdin
C3 konvertazy

ISAC 18,5 kDa - inhibuje alternativni |. scapularis Valenzuela et al.,
cestu komplementu 2000
navazanim na
properdin C3
konvertazy

IRIS 43 kDa {invitro potlatuje [. ricinus Iigggulle etal,
giflltl)];irig: erp%z;;h Prevc;t et al., 2009
stimulovanych ConA
- po stimulaci
mitogeny PHA
a LPS inhibuje
produkci INFy
lidskymi PBMC
- inhibuje produkci
IL-8, IL-6 a sekreci
TNF-y

IRS-2 42,1 kDa - protizéktlivé aeinky | I. ricinus Kovarova et al.,

(Ixodes ricinus 2010

serpin 2)

Kalretikulin 47,7 kDa - vaze Chionty a A. americanum, | Sanders et al.,
vaZe se na Clq slozkuB. microplus, | 1998
komplementu D. variabilis, ggg;.ra etal,

H. longicornis, | kaewhom etal.,
I. scapularisa | 2008,
R. sanguineus | Parizi et al., 2009

Sialostatin L 12,5 kDa - inhibuje papain, | I. scapularis Kotsyfakis et al.,
lidsky katepsin L, 2006,
katepsin C, katepsin $ ggOBNunes etal.
- potlatuje maturaci
dendritickych busk
z C57BL/6 mysi
aktivovanych LPS
- redukuje expresi
CD80 a CD86
v dendritickych
buinkach
- invitro ovliviuje
LPS - indukovanou
produkci IL-12 a
TNF-o produkci

Sialostatin L2 12,8 kDa - inhibuje papain, | I. scapularis Kotsyfakis et al.,

lidsky katepsin L
- pravdtpodobrg

dulezity pro fenosB.

2010
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burgdorferi

BIP 18 kDa - inhibuje proliferaci | I. ricinus Hannier et al.,
(B-cell inhibitory B-bursk 2004
protein)
BIF 13 kDa - inhibice B- H. asiatum Yuetal., 2006a
(B-cell inhibitory lymfocyta
factor)
p36 36 kDa - potkéuje proliferaci | D. andersoni, 286%mann etal,
T-lymfocyta H. longicornis : .
stimulovanou ConA Qtl"gff)gégga'dez
Konnai et al.,
2009
Karboxypeptidaza 49,5 kDa - 8ipi bradykin, |. scapularis Ribeiro et Mather,
zabraiuje bolesti a 1998
swedéni
IsSMase 45 kDa - programuje CD4 T-| |. scapularis Alarcon-Chaidez
(I. scapularis buiiky k produkci IL-4 etal., 2009
sphingomyelin - posouva imunitni
diesterase) odpowd smérem od
Th2 k Thl
OMCI 16 kDa - protein vazajici O. moubata Nunn et al., 2005
(O. moubata slozku C5 a inhibujici Roversi etal.,
komplement klasickou i a(;07
L . pburn et al.,
inhibitor) alternativni cestu 2007
komplementu
MIF (macrofage | 12,6 kDa - inhibuje migraci A. americanum, | Jaworski et al.,
migration lidskych makrofag | H. longicornis Scr)‘g;r’nyia el
inhibitory factor) 2007 ’
Om44 44 kDa - vaze hostited P- O. moubata Garcia-Varas et

selektin

- asi zabrauje adhezi
leukocyti a krevnich
desttek na cévni
stnu

al., 2009

Tab I.: Rehled molekul s imunomoduaimi schopnostmi (vSechny se vyskytuji v extraktu

slinnych 21az)
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2.2 Antihemostatické proteiny

2.2.1 Inhibitory agregace krevnich destiek

VétSina proteif inhibujicich agregaci krevnich degtk obsahuje Arg-Gly-Asp (RGD
motif). RGD motiv slouzi k navdzani daného proteina bugcnou membradnu krevni
desttky. Presrgji na molekuly integrif, které slouzi jako receptory pro akiiwa faktory
agregace tromboadyt(nag. fibrinogen).

Prvnim popsanym inhibitorem agreg&cevnich destiek, ktery obsahuje RGD
motiv byl Variabilin z klis¢te D. variabilis. Tento 5 kDa velky protein. slouZi jako
antagonista glykoproteinovych recefitdh,-Ill 5, a a3 pro fibrinogen a vitronectin (Wang et
al., 1996).

DalSim proteinem se schopnosti pétlaagregaci krevnich desgk je Savignigryn,
ktery pati do rodiny BPTI (basic pancreatic trypsin inhildn) -Kunitzovych receptorovych
proteini. Jedna se o protein izolovany z RiEaOrnithodoros savignyi a vyskytuje se ve
Ctyfech isoforméach A+, A-, B+, B-. Pismenem A a B jsm&eny konformani isoformy
Savignigrynu, znaménka +/- ozngi isoformy, které vznikly jako genetické dupligat
Molekulovd hmotnost + isoforem je 7 kDa a — isofore 6,8 kDa. VSechngtyti isoformy
maji schopnost inhibovat agregaci aktivovanych Rielv destiek iniciovanou ADP (G,
130nM), kolagenem, TRAP (trombin activated proteingpinefrinem. Mohou tézZ rozpojit
trombocyty agregované za pomoci ADP. Savignigryrgou vysoce specifické pro integrin
anpPs, povrchovou molekulu tromboaytNavazanim Savignigrynu se zabrani aktivagps,
ktery ma za ukol zprosgdkovat agregaci krevnich destk navazanim na fibrinogen (Mans et
al., 2002).

U nasledujicich proteinse RGD motiv nevyskytuje a mechanismus inhibicqegace

krevnich destiek je proto jiny.
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Moubatin, protein z rodiny lipocalin byl poprvé izolovan z kli&ka Ornithodoros
moubata v nativni podob. Moubatin (17 kDa) ma schopnost inhibovat agregacmytych
krevnich destiek indukovanou kolagenem standardni cestou (K- 50nM) a inhibuje i
agregaci krevnich desék v plaznd. Bylo zjiS€no, Ze pi vysSich koncentracich Moubatinu
(>1uM) je mozno pozorovat inhibii efekt na agregaci indukovanou nizkou koncentraci
ADP. Moubatin také inhibuje druhou fazi agregacevkich destiek indukovanou ADP o
koncentraci<6uM. Vliv Moubatinu pi adhezi krevnich desgk vyvolanou kolagenem je
minimalni (Waxman et Connolly, 1993). K inhibiggragace dochazi navdzanim Moubatinu
na receptor pro tromboxar,Aa povrchu krevnich de&gk, ¢cimz dojde k vyblokovani drahy
zavislé na cyklooxygenéaze (Keller et al., 1993).

Ze slinnych Zl4z kligkaO. moubata byl izolovan protein o velikosti 6 kDa a nazvan
Disagregin. Ten inhibuje ADP - iniciovanou agregl@vnich destiek v plazng (IC5,=104
+/-17 nM). Potléuje také agregaci vyvolanou kolagenem, epinefringktiyainim faktorem
krevnich destiek, trombinem a peptidovym receptorem pro tromditlIIRNPNDKYEPF.
Agregaci inhibuje navazdnim na glykoproteinovy poe krevnich destek lly-Ill4 pro
fibrinogen, ¢imZ zcela potluje adhezi destek na fibrinogen. Dale bylo prokazano, zZe
Disagregincasténé inhibuje adhezi destk na fibronectin a m& maly vliv na jejich adheai n
kolagen (Karczewski et al., 1994).

Protein se schopnosti nejen inhibovat agregacinkebvdestiek, ale i se schopnosti je
disagregovat se nazyva Apyraza (ATP (adenosintsiphate)-difosfohydrolaza) a pato
rodiny 5-nukleotidaz. Apyraza pgat mezi nejrofenejSi molekuly inhibujici agregaci
trombocyfi u krev sajicicitlenoval (Andrade et al., 2005). Jedna se o protein sekaeto
klistaty bthem séni a poprvé nalezeny u kiigti. scapularis (Ribeiro et al., 1985). Apyraza
byla dale identifikovana u kifaki O. moubata, O. savignyi a dalSich (Ribeiro et al., 1991,

Mans et al., 1998). Apyraza inhibuje ADP a kolagenmdukovanou agregaci krevnich
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desttek a zapicinuje i disagregaci krevnich dastk jiz agregovanych tim, Ze¢pt ADP a
ATP na ADP, AMP (adenosinmonophosphate) a fosfan®let al., 2000). Nedavno byly

dalSi isoformy Apyrazy objeveny u kgt R. appendiculatus a |. scapularis (Stutzer et al.,

2009).

Nazev proteinu

Molekulova
hmotnost
(kDa)

Funkce proteinu

Druh Klistéte
/organ

Literatura

Apyraza (ATP
difosfohydrolaza)

24,2 kDa

- enzym blokujici
agregaci krevnich
desttek a SEpici
jiz vzniklé agregaty

O. savignyi

|. scapularis
O. moubata

- slinné Zlazy

Ribeiro et al., 1985
Ribeiro et al., 1991
Mans et al., 1998
Mans et al., 2000

Disagregin

6 kDa

- protein inhibujig
ADP, kolagenem,
epinefrinem,
faktorem aktivace
krevnich destiek,
trombinem a
peptidem pro
trombinovy
receptor
indukovanou
agregaci krevnich
desttek

iO. moubata
- slinné Zlazy

Karczewski et al.,
1994

IRS-2

42,1 kDa

- inhibitor
katepsinu G a
chymézy
- inhibuje agregaci
krevnich destiek
indukovanou
katepsinem G a
trombinem

l. ricinus
- slinné Zlazy

Chmelar et al., 2011

Monobin

15 kDa

- protein inhibujici
trombinem
indukovanou
agregaci krevnich
desttek

A.
monolakensis

Mans et al., 2008b

Monogrin 1 a2

9,8 kDa
9,9 kDa

- ok¢ formy
proteinu maji
schopnost potlat
ADP, epinefrinem
a kolagenem
indukovanou
agregaci krevnich
desttek,
navazanim se na

receptor pro

A.
monolakensis

Mans et al., 2008b
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fibrinogen LIl 5

Moubatin 17 kDa - inhibitor agregageO. moubata Waxman et
krevnich destiek Connolly, 1993
stimulované
kolagenem

Savignygrin 7 kDa -protein inhibujici | O. savignyi Mans et al., 2002
6,8 kDa agregaci
aktivovanych
krevnich destiek
indukovanou ADP,
kolagenem,
peptidem
aktivujicim
trombinovy
receptor a
epinefrinem

Savignin 12,4 kDa - inhibitor trombinuO. savignyi Nienaber et al.,
- inhibuje agregaci| - slinné zlazy | 1999
krevnich destiek
indukovanou
trombinem

Variabilin 5 kDa -protein inhibujici | D. variabilis Wang et al., 1996
agregaci krevnich | - slinné zlazy
desttek

- antagonista
receptoru pro
fibrinogen 1Ll 5
vitronectinového
receptora,f3

Tab. Il.: Rehled molekul inhibujicich agregaci krevnich desti (molekuly, u kterych neni

uveden organ, byly ziskany z homogenatu celychidjs

2.2.2 Proteiny inhibujici koagulaci

Ixolaris, protein o velikosti 15,7 kDa, byl popridentifikovan u klistte Ixodes
scapularis (Francischetti et al., 2002). Analyzou jeho cDNAlayzjiS€&na homologie
odpovidajiciho proteinu s lidskym TFPI (tissue éagbathway inhibitor). Pomoci produkce
tohoto proteinu v hmyzim expresnim systému byl&tjp, Ze inhibuje faktor VIla/TF
indukovany faktorem X i ICso v pikomolarnim rozsahu. Bylo zji8to, Ze Ixolaris v
nedenaturovaném stavu interaguje stochiometridiaktery Xa a X, nikoli s faktorem Vlla.

K inhibici komplexu faktott Vlla/TF dochazi g navazani proteinu Ixolaris duna jeden ze

20



zymogerti faktoru X, nebo do aktivniho mista enzymu fakt¥Xiaw Déale bylo prokazano, Ze

interaguje s faktorem Xips vazebné misto pro heparin (heparin-binding msie), a tak

inhibuje aktivaci faktoru X vnfhim tenazovym komplexem (Francischetti et al., 2002

Monteiro, 2005).

DalSimi vyznamnymi proteiny inhibujicimi koagttd kaskadu a zakhujicimi se na

klicovy faktor Xa jsou proteiny TAP (tick anticoagulgm@ptide) a fXal (factor Xa inhibitor).

TAP, nizkomolekularni inhibitor serinovych protedw poprvé ziskan z extraktu slinnych

214z kli¥akaO. moubata. Jedna se o specificky inhibitor faktoru Xa o aetallové hmotnosti

6 kDa, ktery vykazuje homologii s inhibitory Kunitza typu (Waxman et al., 1990, Antuch et

al., 1994).

Inhibitor faktoru Xa (7,2kDa) byl

poprvé izolovan extraktu slinnych Zlaz

piipraveného z kligte O. savignyi. Jde o vysoce specificky inhibitor faktoru Xa,géHunkce

byla owiena na rekombinantnim proteindjpraveném expresi v bakulovirovém expresnim

systému. Rekombinantni protein inhibuje faktor X@126. Proteiny fXal a TAP vykazuji

vzajemnou 78% homologii (Gaspar et al., 1995, Jdwdieal., 1998)

Nazev proteinu

Molekulova
homtnost
(kDa)

Funkce proteinu

Druk klistéte
/organ

Literatura

Ixolaris

15,7 kDa

- antikoagul&ni peptid
homologni k lidskému
TFPI

- navazani na oba
zymogeny faktoru X a
enzym faktoru Xa
inhibuje faktor Vlla/TF

|. scapularis

Francischetti et al, 200

N

Penthalaris

35 kDa

- antikoagulani peptid
unikatni svoji odliSnosti
od TFPl a TFPI
podobnym molekulam
- rekombinantni protein
inhibuje faktor Vlla/TF
indukovany aktivaci
faktoru X s 1Gy~100nm

|. scapularis
[. ricinus

- slinné Zlazy

Francischetti et al., 200

IRIS

43 kDa

- antikoagula&ni protein
z rodiny serpif, jehoz

[. ricinus

Leboulle et al.,
2002
Prevot et al., 2009
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rekombinantni protein
inhibuje trombin a faktor
Xa

- inhibitor serinovych
proteéz

s antikoagulenimi
schopnostmi, strukturni
homolog k BPTI

- vysoce selektivni pro

Waxman et al, 1990
Antuch et al, 1994

N

TAP 6 kDa faktor Xa O. moubata Joubert et al, 1998
- antikoagulani peptid
- specificky inhibitor O. savignyi Gaspar et al., 1996
fXal 7,2 kDa faktor Xa - slinné Zlazy | Joubert et al., 1998
- protein specificky pro
faktor Xa
s antikoagulanimi H. dromedarii
nymfalni fXal 15 kDa schopnostmi - nymfy Ibrahim et al., 2001a
- protein inhibujici faktor| |. scapularis
SALP14 9,8 kDa Xa - slinné Zlazy | Narasimhan et al., 200
- paralog proteinu
SALP14, se schopnosti | nymfy .
SALP9pac 9,3 kDa |inhibovat faktor Xa scapularis Narasimhan et al., 2002
- inhibuje vnitni
koagul&ni cestu
zabrarnim aktivace
kallikrein-kininového
Haemaphysalin systému H. longicornis | Kato et al., 2005
- rekombinantni protein
interaguje s aktivovanymi
Ir-CPI (Ixodes lidskymi fazovymi
ricinus contact faktory (faktor Xlla,
phase inhibitor) faktor Xla, kallikrein) I. ricinus Decrem et al., 2009
HLS1
(Haemaphysalis - serpin
longicornis serpin s antikoagulenimi H. longicornis
1) 41 kDa schopnostmi - strevo Sugino et al., 2003
HLS2
(Haemaphysalis - serpin H. longicornis
longicornis serpin s antikoagulanimi - hemolymfa
2) 44 kDa schopnostmi nasatych kligat | imamura et al., 2005
R.
- antikoagul&ni protein | appendiculatus
65 kDa inhibujici faktor Xa - slinné Zlazy |Limo etal., 1991
- antikoagul&ni protein
zaneiujici se na faktor
Xa s dopadem na ¥si i |H. truncatum
17 kDa vnitini cestu - slinné Zlazy | Joubert et al., 1995
- prvni protein
z hemolymfy kligat A. hebraeum
Amblin 18 kDa inhibujici trombin - hemolymfa Lai et al., 2004a
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- vysoce specificky A. americanum
Americanin 12 kDa inhibitor trombinu - slinné Zlazy Zhu et al., 1997
- serpin se schopnosti
inhibovat trombin a
blokovat amidolytickou
aktivitu serinovych
protedz podobnych
trypsinu (trypsin, Macedo-Ribeiro et al.,
Boophilin 23 kDa plasmin...) R.(B.) microplus | 2008
R.(B.)
- specificky inhibitor microplus
BmAP 60 kDa trombinu - sliny Horn et al., 2000
- inhibitor trombinu s
homologii k proteinu z
R. (B.) microplus H.longicornis
Hemalin 20 kDa boophilinu - strevo Liao et al., 2009
- antikoagulat potkujici | H.longicornis
Chimadanin 7,5 kDa | aktivitu trombinu - slinné Zlazy | Nakajima et al., 2006
- antikoagul&ni protein
inhibujici trombin
navazanim na @b R.(B.)
katalytick& mista a exositmicroplus
Microphilin 1,8 kDa 1 - sliny Ciprandi et al., 2006
NTI 1a 2
(nymphal - inhibitory trombinu,
thrombin 3,2 kDa liSici se svoji afinitou nymfy
inhibitor) 14,9 kDa |k trombinu a faktoru Xa |H. dromedarii lbrahim et al., 2001b
- vysoce selektivni
inhibitor trombinu,
vazajici se do jeho van de Locht et al.,
Ornithodorin 12,6 kDa | aktivniho mista O. moubata 1996
- peptid inhibujici metalo-
karboxypeptidazu
- specificky inhibitor
plazmatické
karboxypeptidazy B,
TCI (tick znamy téz jako
carboxypeptidase trombinem aktivovatelny
inhibitor) 7, 8 kDa inhibitor fibrinolyzy R.bursa Arolas et al., 2005
- vysoce afinitni a
specificky inhibitor A. variegatum
Variegin 3,8 kDa |trombinu - slinné Zlazy | Koh et al, 2007
Tab. Ill.: Prehled molekul inhibujicich koagwai kaskadu (pokud neni uvedeno jinak,

ziskany z homogenatu celych K&$).
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2.2.3 Proteiny inhibujici koagulaci i agregaci kremich destiek

Nazev proteinu Molekulova | Funkce proteinu Druk kliStéte | Literatura
homtnost /organ
(kDa)
BmGTI (Boophilus 26 kDa - prvni protein R.(B.) Ricci et al., 2007
microplus gut inhibujici trombin microplus
thrombin inhibitor) identifikovany ve dew | - sttevo

- inhibuje trombinem
indukované srazeni
fibrinogenu a agregaci
krevnich destiek

- podporujetinnost
aktivovaneho proteinu
C

Madanin 1 a 2 7 kDa - protein inhibujici H. longicornis | Iwanaga et al., 2003
trombin

- potlatuje premenu
fibrinogenu na fibrin
stimulovanou
trombinem, trombinem
katalyzovanou aktivaci
faktoru V a VIl a
trombinem
indukovanou agregaci
krevnich destiek

Tab. IV.: Rehled molekul inhibujicich jak koagula kaskadu tak agregaci krevnich deski

(pokud neni uvedeno jinak, ziskany z homogenatichetlig’at).

2.3. Proteiny s antimikrobialni aktivitou

Slovo lektin pochazi z latinského slova legere, madmena vybrat a odrazi schopnost
lektini rozpoznat povrchové molekuly erytroéya aglutinovat je, Zehoz pochazi jejich
druhy nazev aglutininy (Boyd et Shapleigh, 1954ddIE nowjSi definice jsou lektiny
proteiny ¢i glykoproteiny s alespo jednim vazebnym mistem umagicim specifickou a
revezibilni vazbu s cukernou sloZzkou b&émé stény mikroorganizni (Peumans et van
Damme, 1995). Lektin byl poprvé izolovan z RKiEa O. moubata a nazvan Dorin M (37
kDa). Bylo zjis€no, Ze ma afinitu ke kyselnsialové a N-acetyl-D-glukozaminu. Jeho

produkce byla potvrzena ve slinnych Zlazach a lgtech (Grubhoffer et Kowa 1998,
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Kovér et al., 2000, Rego et al., 2006). Lektin OMFRERn{thodoros moubata fibrinogen
like protein, 28,9 kDa) byl ze stejného Kiigta je homologni k Dorinu M (Rego et al., 2005).
Déle byl zO. moubata izolovan galektin (OmGalec, 37,4 kDa), s vazbounitufi

k disacharidm (Huang et al., 2007). Lektiny byly izolovany dalSich kligat a kli¥aki: I.
ricinus, O. tholozani, O. tartakovskyi, A. polonicus, R. appendiculatus (Grubhoffer et al.,
2004, Rego et al., 2005, Grubhoffer et al., 2008)

Enzymy se schopnosti¢pit p-1,4-glykosidické vazby peptidoglykanv burgénych
sttnach bakterii se nazyvaji lysozymy. V rdmci zigoéiiSe se lysozymyadi na c-lysozymy
(chicken), g-lysozymy (goose) a i-lysozymy (invértes), (Grunclova et al.,, 2003,
Sonenshine et Hynes, 2008). Prvni identifikovarlysozym pochézi ze istva kli§ékaO.
moubata (14 kDa). Tento lysozym vykazuje lytickou aktivifuroti bakterii Micrococcus
luteus (Kop&ek et al., 1999). DalSi c-lysozymy byly identifikiow z kli§at D. variabilis a
D. andersoni (Simser et al., 2004).

Jednou ze skupin antimikrobiélnich peftiditeré se vyskytuji n&f& celou Ziv@&iSnou
i rostlinnoufiSi jsou defensiny. Defensiny jsou malé kiadmbité peptidy, které préawdiky
svému naboiji fisobi na cytoplazmatickou membranu bakterii a degajaji, ¢cimz dochazi
k jejimu naruSeni. Tato naruSeni vedou k Unikuéboych ionfi a nakonec k destrukci
patogenu (Nakajima et al., 2003a). Aktivita defafisihemusi byt swfovana pouze
k plazmatické membré&n ale mize byt zamsiena také k jinym molekulam se zapornym
nabojem, které jsou obsazeny wiibe bakterie, jako jsou RNA, DNA (deoxyribonucle@d
a enzymy (Hancock et al., 2002). Prvni identifikoy&liStci defensin pochazi z hemolymfy
klistéte D. variabilis a byl nazvan Varisin (4,2 kDa). Bylo zj#b, Ze je aktivni proti Gram-
pozitivnim bakteriim (Johns et al., 2001)DZ variabilis byli nasleds izolovany dalSi d¥
izoformy denfensinu, Defensin-2 a VarisinB (Ceratlal., 2007, Jaworski et al., 2010).

Z klistéte H. longicornis byl izolovan defensin o velikosti 5,8 kDa, kteryykazuje
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antimikrobialni aktivitu proti prvokBabesia sp., ale roviz proti mikrobialnim houbam a
bakteriim (Tsuji et al., 2007). Dalgtyii isoformy defensinu byly nalezeny u ki&ka O.
moubata. Velmi podobné defensiny (na proteinové Urovnilybgbjeveny i uOrnithodoros
tatrakovskyi a Ornithodoros puertoricensis (2 isoformy), Ornithodoros papillipes (3
isoformy) aOrnithodoros rostratus (1 isoforma), (Nakajima et al., 2001, Chrudimskale
2010). U Kli%®at I. scapularis, I. persulcatus a A. americanum bylo identikovano po jedné
isoformé defensinu a & ricinus byly ziskany isoformy d¥ (Rudenko et al., 2005, Hynes et
al., 2005, Todd et al., 2007, Saito et al., 2009).

DalSi protein s antimikrobialni aktivitou byl izalédn z hemolymfy bez bétinych
komponent kligtte R. (B.) microplus a nazvan Mikroplusin (10,2 kDa), (Fogaca et d04).
Bylo zjiSttno, Ze ma bakteriostaticky¢imek na Gram-pozitivni bakterie a kvasinky.
Mikroplusin ma schopnost vazagdnaté ionty, ty chy&ji bakteriim, nasledker@ehoz hynou

(Silva et al., 2009).

Nazev proteinu | Molekulova Funkce proteinu | Druh KkliStéte/ | Literatura
hmotnost organ
(kDa)
DorinM 37 kDa - lektin afinitni O. moubata Grubhoffer et
k sialonové -slinné zlazy a Egzg;eltgj&zooo
kyseliré a N- . hemocyty Rego et al..,, 2006,
acetyl.glukozaminu
OmGalectin 37,4 kDa - lektin vykazujici O. moubata Huang et al., 2007
afinitu k
disacharidm
TGL 14kDa - lysozym aktivni | O. moubata Kop&ek et al.,
(tick gut proti bakteriiM. -strevo (13999 ov et al
lysozyme) luteus Zorggc ovaetal,
Dv lys (D. 14 kDa - lysozym s D. variabilis Simser et al., 2004
variabilis bakteriolytickou - hemocyty,
lysozyme) aktivitou strevo, tukové
téleso
Da lys (D. 14 kDa - lysozym s D. andersoni Simser et al., 2004
andersoni bakteriolytickou -zarodéna
lysozyme) aktivitou burg¢na linie
Defensin A, B, | 4 kDa - homologni O. moubata Nakajima et al.,
C,D defensiny aktivni | -sttevo 2001
proti G+ bakteriim
Varisin 4,2 kDa - defensin aktivni | D. variabilis Johns et al., 2001
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proti G+ bakteriim | -hemocyty
Defensin 2 4,7 kDa - antimikrobialni | D. variabilis Ceraul et al., 2007
peptid, asi zahrnuty-ovaria, stevo,
do infekce tukové tleso
vajetnika
riketsiemi
Longicin 5,8 kDa - fungicidni, H. longicornis | Tsuji etal., 2007
(propeptid) baktericidni -strevo
defensin, aktivni
proti babesiim
HI-gut 5,8 kDa - antibakterialni H. longicornis | Zhou et al., 2007
Hl-sal (propeptid) defensin, -strevo
6,5 kDa indukovatelné LPS -slinné Zlazy
(propeptid) (lipopolysacharid)
Persulcatusin 4,2 kDa - defensin aktivnj |. persulcatus Saito et al., 2009
proti G+ bakteriim | -stfevo
Defensin 4,3 kDa - defensin aktivni| R. microplus Fogaca et al., 2004
proti M.luteus -hemocyty,
tukové tleso a
ovaria
Defensin 4,5 kDa - defensin [. ricinus Rudenko et al.,
indukovany -strevo 2007
nakazou
B.burgdorferi
ADP1 4,6 kDa - defensin bez A. hebraeum Lai et al., 2004b
ADP2 (ADP2) kladného naboje, | - hemolymfa
(Amblyomma aktivni proti G+ a
defensin peptide G- bakteriim
la?2)
Hebraein 11 kDa - antimikrobialni | A. hebraeum Lai et al., 2004c
aktivita protiS. - hemolymfa
aureus, E. coli, C.
glabrato
Microplusin 10,2 kDa - bakteriostaticky | R. microplus Fogaca et al., 2004
Gcinek na G+ - hemolymfa, | Silvaetal., 2009
bakterie a kvasinky ovaria
- vdZze néd’naté
ionty
Ixodidin 7,1 kDa - aktivni proti M. | R microplus Fogaca et al., 2006
luteus - hemocyty
- inhibitor
chymotripsinové
elastazy
Ixosin 2,9 kDa - antimikrobialni | I. sinensis Yu et al., 2006b
aktivita protiE. - slinné Zlazy
coli, S aureus, C.
albicans
Ixosin B 3,8 kDa - antimikrobialni | I. sinensis Liu etal., 2008
aktivita protiE. - slinné Zlazy

coli, S aureus, C.
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albicans

ISAMP 5,3 kDa - antimikrobialni | I. scapularis Pichu et al., 2009
(I. scapularis aktivita proti G+ a | - sliny, slinné
antimicrobial G- bakteriim, Zlazy,
peptide) regulovanou hemocyty,

infekci boreliemi | tukové Eleso
Fragmenty 3,2 kDa - silna R. microplus Fogaca et al., 1999
hemoglobinu antimikrobialni

aktivita ve stew

proti G+ bakteriim

a houbam, vznikaji

trdvenim

hemoglobinu
Fragmenty - antimikrobialni | O. moubata Nakajima et al.,
hemoglobinu aktivita protiS. 2003b

aureus
Fragmenty - antimikrobiélni | D. variabilis Sonenshine et al.,
hemoglobinu aktivita protiM. 2005

|uteus

Tab. V.: Rehled molekul vykazujicich antimikrobialni aktivifpokud neni uvedeno jinak,

ziskany z homogenatu celych K&$).

2.5 Proteazy, inhibitory proteaz a rkteré dalsi enzymy

2.5.1 Cysteinové proteazy

Cysteinové proteazy kliat jsou zahrnuty do procesu traveni, jedna se teipso

podobné lidskym katepsim B, C, L, proteinu AE (asparaginyl endopeptidéaa)TDCE

(vitellin degrading cystein endopeptidase).

Protein IrCB (xodes ricinus cathepsin B) byl poprvé izolovan zdaesta klisStte I.

ricinus. Bylo zjiS&no, Ze se vyskytuje ve dvou izoformaclkiehoz blize byla studovana prvni

izoforma o velikosti ~ 32 kDa. Ukazalo se, Ze s@stni spolu s IrCL Ikodes ricinus

cathepsin L) proteolyzy velkych fragmértemoglobinu na malé fragmenty a dalSi degradace

téchto malych fragmeitna dipeptidy a aminokyseliny (Sojka et al., 2088¢n et al., 2009).

Katepsinu C podobny protein zeesta kliStte 1. ricinus byl ozn&en IrCC (xodes

ricinus cathepsin C), jehofiblizna velikost je 23-25 kDa. IrCC spolu s IrCEB@ malé

fragmenty hemoglobinu na dipeptidy a aminokyse{fdgjka et al., 2008, Horn et al., 2009).
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U kliStéte H. longicornis byly poprvé izolovany dvizoformy HICG Haemaphysalis
longicornis tick cysteine proteinase genes, 33,7 kDa a 37),kixalobné lidskému katepsinu
L, zna&ené pismeny A a B (Mulenga et al., 1999). V rda@®byl objeven ve s
H. longicornis dalSi homolog ke katepsinu L, nazvany HICRLI¢ngicornis cathepsin L
protein) -A (23,1 kDa), (Yamaiji et al., 2009). atévR.(B.) microplus byl izolovan protein
BmCL1 Boophilus microplus cathepsin L, 23,5 kDa), (Renard et al., 2000).tdPngy
podobné katepsinu o velikostech 36,3 kDa a 37,6 kidg dale identifikovany u kligte
Rhipicephalus haemaphysaloides haemahysaloides a nazvany Cysl a Cys2 (Chen et al.,
2004). Z naSeho Kli&e 1. ricinus byl izolovan protein IrCL (30 kDa), u kterého byla
pozorovana schopnost degradovat hemoglobiniaatiUAE a IrCD [xodes ricinus cathepsin
D), (Sojka et al., 2008, Horn et al., 2009).

Legumain (IrAE —Ixodes ricinus asparaginyl endopeptidase, proenzym 46,8 kDa) je
protein poprvé identifikovany ze isvva kliStte I. ricinus (Rudenko et al., 2005). Jeho
homolog byl objeven i tH. longicornis (Sojka et al., 2007, Alim et al., 2010). Bylo giso,

Ze se Gastni degradace hostitelova hemoglobinu spolu lagy katepsinu D a L (Horn et

al., 2009).

Nazev Molekulo | Funkce proteinu Druh KliStéte/ | Literatura

proteinu va organ

hmotnost
(kDa)

IrCB ~32 kDa | - forma katepsinu B . ricinus Sojka et al., 2008
- &pi velké fragmenty - sttevo Horn et al., 2009
hemoglobinu na malé a ty na
dipeptidy a aminokyseliny

IrCC ~23-25 - protedza podobné katepsind. ricinus Sojka et al., 2008

kDa C - sttevo i jiné Horn et al., 2009
- S&pi malé fragmenty tkang
hemoglobinu na dipeptidy a
aminokyseliny

HICG-A 33,7 kDa | - homology katepsinu L H. longicornis | Mulenga et al.,

HICG-B 37kDa |- (astni se traveni -strevo 1999
hemoglobinu

HICPL-A | 23,1 kDa | - proteaza homologni ke | H.longicornis | Yamajietal.,
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katepsinu L - strevo 2009
- degraduje hemoglobin
BmCL1 23,5 kDa | - protedza vykazujici R(B.) Renard et al.,
homologii ke katepsinu L | microplus 2000
- rekombinantni protein larvy
hydrolyzuje hemoglobin,
vitelin a gelatin
cysA 36,3 kDa | - protedza homologni ke R. haemaphysa- | Chen et al., 2004
cysB 37,6 kDa | katepsinu L, gastnici se loides
hydrolyzy hemoglobinu
IrCL 30 kDa - protedza homologni ke | I. ricinus Sojka et al., 2008
katepsinu L $fpici malé Horn et al., 2009
fragmenty hostitelova
hemoglobinu na dipeptidy a
aminokyseliny
legumain | 46,8 kDa | - protedza homologni k l. ricinus Rudenko et al.,
(IrAE) proenzym | lidskému AE H. longicornis | 2005
- (¢astni se degradace - stevo imaeteglal.,zggg
hostitelského hemoglobinu ’
VTDCE 39 kDa - protedza, ktera ma R (B.) Seixas et al., 2003
schopnost hydrolyzovat microplus
hemoglobin, albumin, gelatin- vajicka
a vitelin
Bmcystatin | 11 kDa - cystatin jehoz R (B.) Lima et al., 2006
rekombinantni protein ma | microplus
schopnost inhibovat C1 - tukoveé tleso,
cysteinoveé peptidazy a ovaria, extrakt
VTDCE slinnych 714z
Hlcystl 11 kDa - intracelularni cystatin H. longicornis | Zhou et al., 2009
- rekombinantni protein - slinné Zlazy | Yamaijietal.,
inhibuje savi katepsin L, B, 2010
H a klis&ci HICPL-A
- inhibuje degradaci
hemoglobinu HICPL-A
Hlcyst2 12,9 kDa | - cystatin jehoz H. longicornis | Zhou et al., 2006
rekombinantni protein - sfteva a Yamaji et al.,
inhibuje papain, katepsin L,| hemocyty 2010
B klistéci HICPL-A
- inhibuje degradaci
hemoglobinu HICPL-A
Hlcyst3 11 kDa - cystatin, ktery inhibuje | H.longicornis | Zhou etal., 2010
papain a katepsin L - sttevo

Tab. VI.: Rehled cysteinovych proteaz (pokud neni uvedendjiméskany z homogenatu

celych kligat).
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2.5.2 Aspartatové peptidazy

lidského katepsinu D nazvany Longepsin. Longep8@,3 kDa) byl poprvé izolovan ze
slinnych Zlaz a séva kli¥aka H. longicornis. Bylo zjiS€no, Ze se &astni proteolyzy
hemoglobinu (Boldbaatar et al., 2006). DalSi horgdkatepsinu D byl izolovan z vagk
tvrdého kliséte R. (B.) microplus a nazvan BYC Koophilus yolk cathepsin). BYC ma
molekulovou hmotnost 41,8 kDa a hydrolyzuje hembigi@ hostitelské krve &di degradaci

vitelinu (Logullo et al., 1998, Abreu et al., 20p4

Nazev Molekulova | Funkce proteinu Druh KliStéte/ | Literatura
proteinu hmotnost organ
(kDa)
BYC 41,8 kDa - peptidaza homologniR. (B.) Logullo et al., 1998
pro lidsky katepsin D | microplus Abreu et al., 2004
- hydrolyzuje - hemolymfa,
hemoglobin a strevo, tukové
degraduje vitelin téleso
Longepsin 39,3 kDa - peptidaza homolgniH. longicornis Boldbaatar et al.,
k lidskému katepsinu | - stevo a slinng| 2006
D Zlazy
- proteolyza
hemoglobinu
THAP ( tick 35 kDa - vyuzivd hem R (B.) Sorgine et al., 2000
heme-binding k navazani na vitelin a microplus
aspartic reguluje jeho - vajicka
proteinase ) degradaci

Tab. VII.: Fehled aspartatovych peptidaz (pokud neni uvederadk,jiziskany z homogenatu

celych kligat).

2.5.3 Serinové proteazy a jejich inhibitory

Serinové proteazy kifat predstavuji vyznamnou sloZzku traviciho systémutkls
Nékteré z nich vykazuji podobnost se slozkami koamilaaskady a proteinycéastnicimi se
aktivace komplementuj travicimi enzymylovéka.

Serpiny (serpin protease inhibitor), jsou rodindibpznych proteify, které se liSi

svoji funkénosti a které kontrolufiadu klovych proteolytickych cest v Zivych organismech.
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Vice nez 30 serpin kodujicich sekvenci bylo klcdmay z cDNA kligat A. americanum , R.
appendiculatus, 1. ricinus al. scapularis (Leboulle et al., 2002, Mulenga et al., 2003a,

Ribeiro et al., 2006, Mulenga et al., 2007). Jeliviatastupci jsou popsani v kapitolach 3.1 a

3.2.
Nazev Molekulo | Funkce proteinu Druh KliStéte/ Literatura
proteinu va organ
hmotnost
(kDa)
HLSG-1 37,7 kDa | - sekvence HLSG-1: H. longicornis Mulenga et al., 2001
HLSG-2 31,2 kDa | velka podobnost - stteva, slinné
(H. s proteiny z koagutmi Zlazy ijiné
longicornis kaskady a aktivace organy
serine komplementu
proteinase) - sekvence HLSG-2:

velka podobnost s
chemotripsinogenem

RAMSP-1 | 32,3 kDa | - proteazy velmi blizké | R. appendiculatus | Mulenga et al.,

RAMSP-2 | 51,2 kDa | chemotrypsinu - strevo, slinné | 2003b
RAMSP-3 | 49,5 kDa Zlazy
(R
appendicul
atus midgut
serine
proteinase)
HISP 50,4 kDa | -proteaza se schopnostj H. longicornis Miyoshi et al., 2004
(H. degradovat albumin
longicornis
serine
proteinase)
HISP2 34,2 kDa | - protedzy s homologii s| H. longicornis Miyoshi et al., 2008
HISP3 35 kDa trypsinem podobnymi | - stevo
peptidazami
- zahrnuty zpracovani
potravy

Tab. VIII.: Prehled serinovych proteaz (pokud neni uvedeno jizédkany z homogenatu

celych kligat).

2.5.4 Metaloproteazy

Metaloproteazy byly poprvé objeveny u kiigtl. scapularis, kde se vyskytuji varech

izoformach znéenych MP (metaloprotease) 1 (37 kDa), MP2 a MB®&o BjiStno, Ze tyto
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metaloproteazy vykazuji gelatindzovou a fibrinoditiogou aktivitu. Dale se ukazalo, Ze
patrré ovliviiuji prenos spirochétyB. burgdorferi (Francischetti et al., 2003). Jiné
metaloproteazy byly izolovany z kit H. longicornis a I. ricinus (Harnnoi et al., 2007,

Decrem et al., 2008)

Nazev | Molekulova | Funkce proteinu Druh Literatura
proteinu | hmotnost Klistéte/
(kDa) organ
MP1 37 kDa - proteazy narusujici |. scapularis | Francischetti et al., 2003
MP2 gelatindzovou a H. Harnnoi et al., 2007
MP3 fibrinogenolytickou aktivitu| longicornis Decrem et al., 2008
- pravdépodobré maji efekt | I. ricinus
na @enosB. burgdorferi - slinné Zlazy

Tab. IX.: Rehled metaloproteaz.

2.5.5 Aminopeptidazy

V roce 2006 byla z kliste H. longicornis izolovana leucinova aminopeptidaza, ktera
byla nazvana HILAP Haemaphysalis longicornis leucin aminopeptidase). Tento protein o
velikosti 56 kDa byl nejprve ziskan z cytosoldeshich epitelidlnich buk. U nasatych
klistat byl identifikovan i z bazofilnich bwk, kde hraje roli v biosyntéze a degradaci
proteini. Déale byl ziskan z vajek dosglych partenogenetickych jeditac v kterych
nedostatek HILAP ma za nasledek nedostatek zivirdpzravani oocyi Rekombinantni
forma HILAP, exprimovana f. coli, hydrolyzuje substrat aminopeptidaz a bylo dokazano,
Ze jeji aktivita je zavisla na Fe Mn** a inhibovana bestatinem (Hatta et al., 2006, Hettta

al., 2009, Hatta et al., 2010).

Nazev | Molekulova | Funkce proteinu Druh Literatura
proteinu | hmotnost Klistéte/
(kDa) organ
HILAP |56 kDa - dilezity pri traveni H. Hatta et al., 2006
hostitelovi krve, vyZiv longicornis | Hatta etal., 2009
zrajicich oocyi -strevni Hatta et al., 2010
epitelialni
bunky

Tab. X.: Rehled aminopeptidaz
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2.6 Nekteré dalSi molekuly kli&’at

Z dalSich molekul identifikovanych u ki& bych je&t zminila rékteré kinazy,
peroxydazy, proteiny podilejici se na metaboliseleza.

Proteinovd kindza C je enzym zrodiny serin/threospecifickych proteinovych
kindz, které jsou aktivovany kyselymi fosfolipidgyla izolovana z klig&te R. (B.) microplus
a Wastni se regulace endocytdzy traviciminkami. Tato kindza je specificka pro malé
mnozstvi nizkomolekularnich protéin plazmatické membrér(Liyou et al., 1996).

U klistéte A. americanum byly nalezenyit izoformy cAPK (cyclic AMP-dependent
protein kinase). Enzymy se liSi ve své katalytipkéljednotce a jsou zteny cAPK-C (42,4
kDa), cAPK-C2 (47,9 kDa), cAPK-C3 (51,9 kDa), (Palnet al., 1999). K objasgni funkce
doSlo az u homolognich cAPK izolovanych ze sémeA. hebraeum. Bylo zjiSt€no, Ze hraji
klicovou roli @i maturaci spermatid(Tabish et al., 2006).

Homologii s glutathioninovou peroxidazou nese proteSALP25D (24,6 kDa) ze
slinnych Zl4z naséatych i nenaséatych nymecapularis. Rekombinantni SALP25D je schopen
katalyzovat redukci hydrogenperoxidu #itpmnosti redukovaného glutathioninu a
glutathioninreduktazy, coz jépdi k vyznamnym kligtim antioxidanim (Das et al., 2001).
Déle bylo zjiS¢tno, Ze podporuje fpnos spirochétyB.burgdorferi z hostitele na Kkligt
(Narasimhan et al., 2007).

Proteiny zodpoddné za schopnost kit zpracovat velké mnoZstvi Zelez#jgié
s hostitelskou krvi jsou Ferritin 1 2. Ferritin 1(~ 20 kDa) byl izolovan z kit 1. ricinus, O.
moubata a D. variabilis. Bylo dokazano, Ze se ¥ipdk vyskytuje jako homo-oligomer
skladajici se z 24 podjednotek, tgnych &zkymi ifetzci (~500 kDa). protein byl nalezen
v mezibur¢nych prostorech stva, nikoli vSak v hemolynif Jak se ukazalo, hromadi Zelezo
a tim redukuje jeho mnozstvi v intracelularnichgpooech (Kopéek et al., 2003). Ferritin 2

(21 kDa) byl identifikovan z hemolymfy kkat I. ricinus a R. (B.) microplus. Bylo zjis&no,
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Ze je vyl&énym transportnim proteinem volného Zeleza mezi tgmfou ve stew a

perifernimi tkagmi

(Hajdusek et al., 2009, HajduSek et al., 2010)

Nazev Molekulova | Funkce proteinu Druh Literatura
proteinu hmotnost Klistéte/
(kDa) organ
proteinova - kinaza dastnici se R.(B.) Liyou et al.,
kindza C regulace endocytézy | microplus 1996
travicimi buikami
CAPK-C1 42,4 kDa - kindza regulujici A. Palmer et al.,
CAPK-C2 47,9kDa | buns¢né mechanismy | americanum | 1999
CcAPK-C3 51,9 kDa - ma klicovou roli @i A. hebraeum ;ggg’h etal,
zrani spermatia
SALP25D 24,6 kDa - peroxydaza |. scapularis | Dasetal., 2001
- antioxidant - slinné Zlazy
nymf
PHGPx - peroxidaza chranici R. (B.) Cossi6-Baytgar
(phospholipid- buiiku, zabraujici microplus etal., 2005
hydroperoxide lipoperoxidaci membrany . ricinus

glutathioneperag
xidase)

peroxiredo-xin | 26 kDa - enzym zakgici H. longicornis | Tsuii et al., 2001
Sttpeni DNA oxidativnim| - slinné Zlazy
stresem
Ferritin 1 20 kDa - protein skladuijici [. ricinus Kop&ek et al.,
Zelezo O. moubata 2003
meziburcné
prostory, ne
hemolymfa
Ferritin 2 21 kDa - transportni protein [. ricinus Hajdusek et al.,
volného Zeleza mezi R.(B.) 2009
strevem a perifernimi microplus '2"311%”56" etal,
tkaremi - hemolymfa

Tab. XI.: Rehled rkterych dalSich vyznamnych enzgrfpokud neni uvedeno jinak, ziskany

z homogenatu celych kitiat).
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3. DISKUZE

3.1 Vyuziti klistécich proteinia

KliStata a jejich proteiny se v posledni datostavaji do paedi wdeckého zajmu.
Duvodem je jednak silici snaha aigtia vytvdit ucinné protikliséci vakciny, které by byly
schopny snizit populaci klidt a zarovié zamezit penosu mnoha zavaznych onem#un
z klistte na lidi a zviata. Druhym dvodem je, Ze kli%ata &hem svého Zivotniho cyklu
produkuji celoufadu biologicky aktivnich molekul, které se jevi mélperspektivni pro

farmaceutické vyuziti.

3.1.1 Protiklistéci vakciny

Pri vyvoji klistécich vakcin jsou vyuzivany dva typy antigerPrvni typem je
tzv.exponovany antigen (exposed antigen), ktegbgazen ve slinach kl&e a hostitel s nim
piichazi do styku jiz ghem sani a k imunitni reakci hostitele dochaziktekprostedre. Tak
zvané skryté antigeny (concealed antigef@dptavuji druhou skupinu antigenyuzivanou
pii vyvoji vakcin. Jedna se zejména o antigefifomné ve sew klistat.

Prvni a zatim jedina koma® pouzivana vakcina je proti kiét R.(B.) microplus.
Toto jednohostitelské kli&t které je penaSéem pivodaol babezidzy a anaplazmdzy, velmi
vyrazre ovliviwuje vitalitu a produktivnost dobytku v subtropickya tropickych oblastech.
V roce 1986 byl ze sva kliStéte R. (B.) microplus izolovan glykoprotein Bm86 (89 kDa),
jehoz rekombinantni forma byla s éshem pouzita pro imunizaci dobytka (Rand et al.,
1989). Posledni vyzkumy ukazaly, Ze tato vakcinacjana i proti dalSim druim klig’at
rodu Rhipicephalus (Canales et al., 2006).

Teprve nedavno byl objeven novy protein Ferritin RliS&te I. ricinus, ktery slouzi

jako transportni protein kipnosu volného Zeleza zdesta fes hemolymfu do perifernich
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tkani a k zaji&ini dostaténého mnozstvi Zeleza pro zrani vak (HajduSek et al., 2009). Po
vakcinaci kraliki rekombinantni formou IrFER2Xodes ricinus Ferritin 2) se ukazalo, Ze
jejich imunitni odezva na sani na takto imunizov@ngralicich ma za nésledek zvySenou
uamrtnost kligat, sniZuje jejich hmotnost a schopnost se reprodatk o 98%. Druha
vakcinace RmFER2Rhipicephalus microplus Ferritin 2) prokhla na dobytku a redukce
poctu kligtat R. microplus byla pozorovana o 64% Rhipicephalus annulatus o 72%. Tyto
vysledky ukazuji, Ze bude praymbdobrt mozno vyuzit Ferritin 2 jako dalSi protikkst
vakcinu (HajduSek et al.,, 2010). V sasné dob bézi dalSi pokusy o experimentalni
vakcinaci hostitél mnoha dalSimi proteiny, jako jsou rdtiglad Sialostatin L2 (Kotsyfakis et
al., 2008), HIS-1 a HIS-2 (Mulenga et al., 2000)egpba n¢které z testovanych protéirby
se mohly v brzké dabstat zakladem nové protiklégi vakciny s cilem uggre tlumit paity
klistat, zdravotni a ekonomické nasledky.

Z pokusnych vakcinaci, které zatim ptbly, vyplyva, Zze dinngjSimi kandidaty pro
vakcinu nové generace budou spiSe exogenni anti§ényté antigeny nemusfipmunizaci
zabranit penosu patogeén(Mulenga et al., 2000). DalSi vyhodou exogenniatigani je, Ze
by nemusela byt provédda opakovana imunizace — hostitel by byl vystavéiStdcim
proteinim pri kazdém sani, coz by snadno udrZzovalo vysokouitliagrotilatek. Pro vyvoj
vakcin by tedy rdi byt vhodnymi kandidaty latky s imunosupresivnianantinemostatickymi

acinky.

3.1.2 Medicinsky vyznamné klitci molekuly

Protein kliS¢cich slin SALP15 je od jeho objevu nejvice studgwarproteinem pro jeho
mozné medicinské vyuZziti. SALP15 byl poprvé izolwyae slin kli&te |. scapularis a hraje
v Zivoté kliStéte vyznamnou roli pro své imunomodiéhd vlastnosti. Dale jej vyuzivaji i

spirochétyB. burgdorferi pro jiz zmirgny SAT-efekt, ktery usnadije prenos borelii doéta
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hostitele Bhem sani (Anguita et al., 2002). Pro inbibi efekt proteinu SALP15 na aktivaci
T-burgk byl zkouman jeho vliv v modelu experimentéiyvolaného astma. Bylo dokazano,
Ze SALP15 blokuje vyvoj Th2 cytokinové imunitni aygdi a tim zabrauje vyvoji
astmatického procesu u myBALB/cJ (Paveglio et al., 2007). V jinych studiidbyla
studovéna inhibice navazani viru HIV (human imurimiency virus) na CD4+ receptory T-
burék. To dokonce slibuje moZnost vyuzit k&t protein SALP15 v neutralizai vakcirg
proti HIV(Juncadella et al., 2008).

DalSi moznosti medicinského vyuZiti kéSich proteii byly zkoumany na antikoaguaim
peptidu Ixolaris z kligte I. scapularis (Francischnetti et al., 2002). Ixolaris byl pougib
navazani TF z lidské batné glyoblastomové linie v mysich, coZlmza nasledek zastaveni
rastu nadoru a redukci jeho vaskularizace (Carneabelet al., 2009).

Jiné mozZnosti vyuZiti molekul produkovanych kit ve farmakologii jsou rozsahlé.
Nap‘iklad pouziti imunosupresivnich latek ze slinnytdzXkli¥at (nag. BIP, BIF, IL-2 BP)
by mohlo vést k nahrazeni s@snych [ék pouzivanych pro potégni imunitniho systému po
transplantacichéi pii autoimunitnich chorobach. Potenciélni cile prauziti v medici®,
predstavuji také antihemostatické latky (halRlS, TAP, Moubatin), které by mohly vést
k vyvoji protisrazlivych latek, jenz by umtdvaly lepSi prevenci trombotickych komplikaci
po operanich vykonechti razech. Antimikrobiélni latky by mohly najit @heni pii lécbe
mnoha vaznych onemogm zpisobovanych dnes jiz resistentnimi kmeny bakterii a
protozoalnimi parazity (ndpmethycilin resistentn&aphyloccocus aureus, Babesia microti,

Babesia canis atd.) .
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4. ZAVER

Klistata se stale vice ukazuji byt inspiraci pro lidskotidavost a tvisvost.
Mechanismy, kterymi se brani hostitelské imémithemostaze, a nikym nepozorovani dokazi
i nékolik dni prichyceni na kzi sat, jsou opravdu pozoruhodné. OvSem i tak \@zaali
tvorové jako klifata mohou byt vyuzivani jinymi organismy. idgm pikladem toho je
slinnymi  Zlazami aktivovany ienos nafiklad spirochéty B. burgdorferi ¢i A
phagocytophylum. Otazkou nyni astava, zda-licloveék, jak se uz mnohokrat v historii

ukazalo, dokazetit ze slabin svého soufeti se od & dokonce &co fiucit.
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5. POUZITE ZKRATKY

AE
ADP
ADP1la?
AMP
APC
ATP
BIF
BIP
BmAP
BmCL
Bmcystatin
BmGTI
BPTI
BYC
CcAPK
cDNA
CHBPs
ConA
CRT
Da lys
DNA
Dv lys
DTH

EGTA

asparaginyl endopeptidase
adenosindiphosphate
Amblyoma defensin peptide 1 a 2
adenosinmonophosphate
antigen presentietisc
adenosintriphosphate
B-cell inhibitoraétor
B-cell inhibitoryqtein
Boophilus microplus aspartic proteinase
Boophilus microplus cathepsin L
Boophilus microplus cystatin
Boophilus microplus gut trombin inhibitor
basic pancreatic trypsine inhibitor
Boophilus yolk cathepsin
cyclic AMP-dependent protein kinase
complementary deoxyribonucleic acid
chemokine biding piuge
concanvalin A
calreticulin
Dermacentor andersoni lysozyme
deoxyribonucleic acid
Dermacentor variabilis lysozyme
delayded-type hypessavity

ethylene glycol tetratc acid
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fXal
HIV
HI-gut
HIl-sal
HICG
HICPL
Hlcyst
HILAP
HLS
HLSG
HISP
lgGBP
IL

IL-2 BP
INF
IRAC
IrAE
IrCB
IrCC
IrCL
Ir-CPI
IrFER2
IRIS
IRS-2

ISAC

faktor Xa inhibitor
human immunodefiotgrvirus
Haemaphysalis longicornis gut defensin
Haemaphysalis longicornis salivary gland defensin
Haemaphysalis longicornistick cysteine proteinase genes
Haemaphysalis longicornis cathepsin protein L
Haemaphysalis longicornis cystatin
Haemaphysalis longicornis leucin aminopeptidase
Haemaphysalis longicornis serpin
Haemaphysalis longicornis serine protease gene
Haemaphysalis longicornis serine protease
imunoglobulin G bidipgoteins
interleukin
interleukin-2 bindimpgotein
interferon
Ixodes ricinus anticomplement
Ixodesricinus asparaginyl endopeptidase
Ixodesricinus cathepsin B
Ixodesricinus cathepsin C
Ixodes ricinus cathepsin L
Ixodes ricinus contact phase inhibitor
Ixodesricinus ferritin 2
Ixodes ricinus serpin
Ixodes ricinus serpin 2

Ixodes scapularis anticomplement
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ISAMP
IsSMase
LPS

MIF

MP

NK

NTI
PBMC
PGE
PGk
PHA
PHGPx
OMCI
OMFREP
OmGalec
RAMSP
RGD
RmFER2
RNA
SALP
SAT
serpin
TAP

TCI

TCR

Ixodes scapularis antimicrobial peptide
Ixodes scapularis sphigomyelin phophodiesterase
lipopolysacharide
macrofage migratiohibitory factor
metalloprotease
natural killer
nymphal trombin inhibitor
peripherial blood monclear cell
prostaglandin £
prostaglandin §
phytohemagglutinin
phaspholipid-hydrop&de glutathioneperoxidase
Ornithodoros moubata complement inhibitor
Ornithodoros moubata fibrinogen like protein
Ornithodoros moubata galectin
Rhi pi cephal us appendicul atus midgut serine protease
motif consists of Arg-Gly-Asp amino acids
Rhipicephalus microplus ferritin 2
ribonucleic acid
salivary gland protein
saliva activatedisenission
serine proteasdhiibdr
tick anticoagulant peptide
tick carboxypeptidase inhibitor

T-cell receptor
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TF

TFPI

TGL

THAP

TLR

TNF

TRAP

VTDCE

5-HT

tissue factor
tissue factor pathway inhibitor
tick gut lysozyme
tick heme-binding agpaprotease
toll-like receptor
tumor necrosis facto
trombin activated protein
vitellin degrading cyste endopeptidase

5-hydroxytryptamin
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